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@ Die Erfindung lehrt humanvertragliche monoklonale 
Antikorper, welche gegen Human-CD28 spezifisch sind 
und Human-T-Lymphozyten mehrerer brs aller Unter- 
gruppen ohne Besetzung eines Antigenrezeptors der Hu- 
man-T-Lymphozyten und somit antigenunspeziflsch akti- 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft monoklonale Antikorper, welche 
tur Human-CD28 spezifisch sind und T-Lymphozyien ohne 
Besetzung eines Antigenrezeptors der T-Lyiiiphozyten und 5 
somit antigenunspeziiisch aktivieren. HybridonizelLen zur 
Herstellung solcher Antikorper, ein Verfahren zur Herstel- 
lung solcher Antikorper sowie Verwendungen solcher Anti- 
korper - Als monoklonale Antikorper sind Antikorper be- 
zeichnet, die von Hybrid-Zellinien (sog. Hybridomen) pro- 10 
duziert werden, die durch Fusion einer Antikorper produzie- 
renden B-Zelle tierischer oder inenschlicher Herkunft niit 
einer geeigneten Myeloin Tuniorzelle entstanden sind. Als 
CD28 wird ein auf T-Lymphozyten menschlicher und tieri- 
scher Herkunft expriniiertes Zelloberflachenmolekul be- 15 
kannter Aminosauresequenz bezeichnet, dem im Rahnien 
der internationalen "Human Leukocyte Typing Workshops" 
das Kiirzel CD28 gegeben wurde. Mit Aktivierung von T- 
Lymphozyten ist die Vermehrung der Stoffwechseiakti vital, 
VergroBerung des Zellvoluniens, Synthese immunologisch 20 
wichtiger Molekule und Eintritt in die Zellteilung (Prolifera- 
tion) von T-Lymphozyten auf einen auBeren Reiz hin ge- 
meint. Beispielsweise werden diese Vorgange durch Beset- 
zung des CD28-Mole kills auf T-Zellen durch besondere 
CD28-spezifische monoklonale Antikorper ausgelost. Die 25 
Aktivierung von l-Lymphozyten mit den beschriebenen Be- 
gleiterscheinungen ist Teil der physiologischen Immunreak- 
tion, kann dort aber in pathologischen Situationen auBer 
KontroUe geraten (lyniphoproliferative Erkrankungen), 
oder unzureichend sein (Tmmundefizienz). 30 

Zum Verstandnis der Erfindung ist zunachst folgender 
technologischer Hintergnmd wichlig. Die Aktivierung ru- 
hender T-Zellen zur Proliferation und funktionellen Diffe- 
renziemng erfordert zunachst die Besetzung zweier Oberfla- 
chenstrukturen, sogenannter Rezeptoren: L des Antigenre- 35 
zeptors, der von Zelle zu Zelle eine unterschiedliche Spezi- 
fitat besitzt und fiir die Erkennung von Antigenen, z. B. vi- 
ralen Spaltprodukten, notwendig ist; sowie des auf alien ru- 
henden T-Zellen gleichermaBen exprimierten CD28 Mole- 
kuls, welches naturlicherweise an Liganden auf der Oberfla- 40 
che anderer Zellen des Iminunsystems bindet. Man spricht 
von der "Kostimulation" der antigenspezifischen Immunre- 
aktion durch CD28. In Zellkulrur konnen diese Vorgange 
nachgcstcUt werden durch Besetzung des Antigenrezeptors 
sowie des CD28-Molekuls mit geeigneten monoklonalen 45 
Antikorpem. Im klassischen System der Kostimulation fiihrt 
weder die Besetzung des Antigenrezeptors noch die des 
CD28-Molekuls allein zur T-Zellproliferation, die Beset- 
zung beider Rezeptoren ist jedoch effektiv. Diese Beobach- 
tung wurde an T-Zellen des Menschen, der Maus und der 50 
Ratte gemacht. 

Monoklonale Antikorper der cingangs gcnannten Art sind 
bekanni. Eine "direkte", d. h. von der Besetzung des Anti- 
genrezeptors unabhangige Aktivierung ruhender T-Lym- 
phozyten durch CD28-spezifische monoklonale Antikorper, 55 
wurde in folgenden Systemen beobachtet: in der Literatur- 
stelle Brinkmann et al, J. Immunology, 1996, 156: 
4100-4106 wurde gezeigt, daB ein sehr kleiner Anteil (5%) 
menschlicher T-Lymphozyten, die den fiir ruhende T-Lym- 
phozyten typischen Oberflachenmarker CD45 RO tragen, 60 
durch den "klassischen" CD28-spezifischen monoklonalen 
Antikorper 9.3 bei Zusatz des Wachstumsfaktors Inierleu- 
kin-2 (IL-2) ohne Besetzung des Antigenrezeptors aktiviert 
wird. In der Arbeit von Siefken et al.. Cellular Immunology, 
1997, 176: 59-65, wurde gezeigt, daB ein auf konventionel- 65 
lem Wege, d. h. durch Immunisierung von Mausen init 
inenschlichen T-Zellen, hergesiellter CD28-spezifischer 
monoklonaler Antikorper in Zellkultur eine Untergruppe 
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menschlicher T-Zellen ohne Besetzung des Antigenrezept- 
ors zur ProHteration aktivieren kann, wenn CD2S durch die- 
sen monoklonalen Antikorper besetzt wird und die zellge- 
bundenen monoklonale Antikorpemiolekiile zusatzlich 
durch weitere Antikorper miteinander vernetzt werden. In 
beiden Fallen sind die beschriebenen Antikorper zunachst 
grundsatzlich nicht zum Einsatz in der Human medizin ge- 
eignet, da es sich um Maus Antikorper handelt. Weiterhin ist 
beiden beschriebenen Antikdrpern gemeinsam, daB nur ein 
sehr kleiner Anteil der T-Zellen "direkt" aktivierbar ist. 

In der Arbeit von Tacke et al., Eur. J, Immunol., 1997, 27: 
239-247 wurden zwei Arten von CD28-spezifischen mono- 
klonalen Antikorpem mit unterschiedlichen funktionellen 
Eigenschaften beschrieben: "klassische Antikorper", die die 
Aktivierung ruhender T-Zellen nur bei gleichzeitiger Beset- 
zung des Antigenrezeptors kostimulieren: und "direkte", die 
ohne Besetzung des Antigenrezeptors T-Lyinphozyten aller 
Klassen in vitro und im Versuchstier zur Proliferation akti- 
vieren konnen. Beide insofern bekannte monoklonale Anti- 
kC3rper riihren aus einer Immunisierung mit Zellen, auf de- 
nen Ratten-CD28 exprimiert ist und sind durch auf ihre je- 
weiligen beschriebenen Eigenschaften gerichtete unter- 
schiedlichen Selektionen erhaltlich. Ferner wird in dieser 
Literaturstelle gezeigt, daB CD28-spezifische monoklonale 
Antikorper, die den direkt aktivierenden Etfekt besilzen, 
viel langsamer als klassische CD28-spezifische monoklo- 
nale Antikorper an T-Lymphozyten binden; die Bindung an 
eine Mausfibroblasten-Zellinie (L-929), an deren Oberfla- 
che das CD28-Molekul kiinstlich durch Transfektion expri- 
miert wird, erfolgt jedoch fur klassische und "direkt" stimu- 
lierende CD28-spezifische monoklonale Antikorper mit der 
gleichen Geschwindigkeit. Daraus wird gefolgert, daB die 
insofern bekannten "direkt" stimulierenden CD28-spezifi- 
schen monoklonalen Antikorper eine aktive Form des 
CD28-Molekuls erkennen, deren VorUegen auf ruhenden T- 
Zellen durch einen bisher unbekannten Mechanismus unier- 
driickt wird, die aber bei Expression des Molekiils in nicht-T 
Tumorzellinien zuganglich ist. Die insofern bekannten mo- 
noklonalen Antikorper sind jedoch einerseits gegen Ratten- 
CD28 spezifisch und andererseits Maus- Antikorper. Sie eig- 
nen sich daher aus beiden Griinden nicht fur therapeutische 
Zwecke beim Menschen. 

Gegenuber dem Stand der Technik gemaB der beiden erst- 
gcnanntcn Litcraturstcllcn licgt der Erfindung das tcchni- 
sche Problem zugrunde, "direkte" Human-CD28 spezifische 
monoklonale Antikorper zur Verfiigung zu stellen, die zum 
einen auch humanvertraglich sind und die zum anderen Hu- 
man-T- Zellen in breitem Umfang zu aktivieren vemiogen. 

Zur Losung dieses technischen Problems lehrt die Erfin- 
dung humanvertragliche monoklonale Antikorper, welche 
fUr Hunian-CD28 spezifisch sind und Human- T-Lymphozy- 
ten mchrcrer bis aller Untcrgruppcn ohne Besetzung cincs 
Antigenrezeptors der Human-T-Lymphozyten und somit an- 
tigenunspezifisch aktivieren. vorzugsweise mit humanen 
konstanten Komponenten. - Konstante Komponenten eines 
Antikorpers sind Bereiche, die nicht fiir die Antigenerken- 
nung bedeutsam sind, im Gegensaiz zu den variablen Berei- 
chen, die die Anligenspezifttat eines Antikorpers definieren. 
Konstante Komponenten umerscheiden sich jedoch bei An- 
tikorpem verschiedener Arten und folglich auch Tieren und 
Menschen. Die konstanten Bereiche eines Antikorpers miis- 
sen jenen von Antikorpem eines Otganismus entsprechen, 
der mit den Antikorpem behandelt werden soil, um vertrag- 
lich zu sein. ErfindungsgemaBe monoklonalen Antikorper 
sind daher einerseits humanvertraglich, sei es per se oder 
durch Humanisiemng und kdnnen andererseits zur Behand- 
lung verschiedener Krankheiten, die auf zu geringer T-Lym- 
phozyten-Aktivitat beruhen, dienen, da die Antikorper ge- 
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gen HuTiian-CD28 spezifisch sind unci da die Aktivierung 
der T-Lyniphozyten unifassend isi. 

Unter die Erfindung fallen selbstverstandlich verscliie- 
dcnste Derivate von monoklonalen Antikorpern, sofern die 
beanspruchten Merkniale erfiillt sind. Unter Derivaten von 
monokionalen Antikorpem sind Modifikationen des mono- 
klonalen Anlikorpers zu verstehen, die durch iibliche bio- 
cheinische oder gentechnische Manipulationen erzeugt war- 
den. Dies ist beispielsweise gegeben initder Humanisierung 
eines uionoklonale Antikorpers der Maus durch partiellen 
Ersatz strukturelLer (konstanter) Komponenten des Maus- 
Antikorpers durch solche eines menschlichen. 

Im einzelnen sind erfindungsgeniaBe monoklonale Anti- 
korper erhaltlich durch: A) Herstellung von zur Produktion 
von monoklonalen Hunian-CD28 spezifischen Tier-Anti- 
korpern befahigten Hybridomzellen iin Wege einer Innnuni- 
sierung mil nicht-T-Tumorzellinien, auf welchen Human- 
CD28 exprimiert ist, B) ggf. Humanisierung der aus Hybri- 
domzellen gernaB Stufe A erhaltlichen monoklonalen Tier- 
Antikorper durch biochemischen oder gentechnologischen 
Austausch konstanter Komponenten der Tierantikorper ge- 
gen analoge konstante Komponenten eines menschlichen 
Anlikorpers bzw. Austausch den Komponenten entspre- 
chender Gene der Hybridomzellen, C) Sezemierung der An- 
tikorper in Hybridomzell-Kulturen und Isolierung der Anti- 
korper daraus oder Produktion der Antikorper durch Injek- 
tion der Hybridomzellen in Tiere, beispielsweise Mause, 
und Isolierung der Antikorper aus der Korperfliissigkeir der 
Tiere. - Der Kern der Erfindung besteht gegenuber den 
nachstliegenden Literaturstellen Brinkniann et al., J. Iramu- 
nology, 1996. 156: 4100-4106, und Siefken et al.. Cellular 
Immunology, 1997, 176: 59-65, demnach in der Erkenntnis, 
da6 eine "direkte" Aktivierung praktisch aller T-Lymphozy- 
ten dann erreichbar ist, wenn die monoklonalen Antikorper 
durch Immunisierung mit nichl-T Tumorzellen, auf welchen 
Human-CD28 exprimiert ist. erhalten sind. ansteLle einer 
Immunisierung mit T-Zellinien. Denn so konnen monoklo- 
nale Antikorper erhalten werden. die nicht nur gegen Hu- 
man-CD28 spezifisch sind, sondern auch eine "direkte" Ak- 
tivierung in beachtlichem Umfang bewirken. Im einzelnen 
weisen erfindungsgemaBe monoklonale Antikorper Spezifi- 
tat fur Detenninanten des menschlichen CD28-Molekuls 
auf, die auf dem naturlicherweise exprimierten CD28-Mole- 
kiil schwcr zuganglich sind und dcrcn Bcsctzung durch die 
neuartigen monoklonale Antikorper zur Aktivierung der T- 
Zellen fiihrt. Unter einer Detenninante ist der Bereich eines 
Molekuls zu verstehen, der durch die Bindungsspezifitat ei- 
nes oder mehrerer Antikorper definiert wird. 

Die grundsatzliche Vorgehensweise bei der Herstellung 
von Hybridomzellen, bei der Humanisierung sowie bei der 
Produktion der monoklonalen Antikorper aus (humanisier- 
tcn) Hybridomzellen ist dcm Fachmann gut vcrtraut und 
braucht hier nicht naher erlautert zu werden. Grundsatzlich 
sind alle insbesondere fiir die Herstellung der Hybridomzel- 
len ublichen, bekannten und frei verfiigbaren Zellinien ein- 
setzbar. Zur Herstellung der monoklonalen Antikorper 
kommt grundsatzlich neben der folgend beschriebenen Vor- 
gehensweise die dem Fachmann im Detail gut gelaufige re- 
kombinante Expression in Frage. 

Im einzelnen ist es bevorzugt, wenn die zur Produktion 
von monoklonalen Human-CD28 spezifischen Tier-Anti- 
korper befahigten Hybridomzellen erhaltlich sind durch a) 
Schaffung eines Plasmids mittels Insertion von Human- 
CD28 cDNA in den pHpAPr-l-neo Vector nach Excision 
des SaU-Hindni Fragments und Herstellung von Protopla- 
sten aus Escherichia coli (MC1061), welche das Plasmid 
tragen, b) Fusionierung der Protoplasten mit Maus A20J 
und/oder L929 Tumorzellen mittels Polyethylenglykol, c) 
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Kullivierung der in Stufe b erhaltenen transfeklierten Zel- 
len, d) Screenen der transfektierten Maus A20J und/oder 
L929 Zellen auf die Expression von Human CD28 und Se- 
lektion von Human-CD28 exprimierenden Maus A20J und/ 
5 oder L929 Zellen, e) Immunisierung von BALB/c Mausen 
mit den Human-CD28 expriniierenden Maus A20J und/oder 
L929 Zellen (beispielsweise durch Injektionen 6 x i.p. und 
anschlieBend I x i.v.), f) Entnahtiie von Milzzellen der so 
immunisierten Mause und Fusionierung der Milzzellen mit 

to ("nonproducer"-, d. h. keine Antikorper produzierenden) 
Zellen der Zellinie X63-Ag 8.653 mittels Polyethylengly- 
kol, g) Selektierung der so erhaltenen Hybridomzellen mit 
der MaBgabe, daB im Uberstand selektierter Hybridomzel- 
len Antikorper enthalten sind, die an Human CD28 expri- 

15 mierende Maus A20J und/oder L929 Zellen binden und h) 
Kultivierung/Subclonierung der in Stufe g erhaltenen selek- 
tierten Hybridomzellen. Anstelle der Stufen a) bis d) konnen 
selbstverstiindlich aber auch andere dem Fachmann gelau- 
fige Expressionssy Sterne eingesetzt werden. Human-CD28 

"10 cDNA ist frei erhaltlich von Di*. A Arutfo und Dr. B. Seed, 
die die Sequenz und auch folgende Li teraturs telle veroffent- 
licht haben: Aniffo, A , and Seed, B, 1987, ^'Molecular clo- 
ning of a CD28 cDNA by a high efficiency COS cell expres- 
sion system", Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84: 8573. Dieser 

25 Lileraturstelle ist daher im einzelnen die Herstellung der 
Human-CD28 cDNA entnehmbar. Dariiberhinaus kann un- 
schwer jeder Fachmann mit Hilfe der in der Gen bank depo- 
nierten Sequenz und der Polymerasekettenreaktion sehr ein- 
fach und schnell einen Hunian-CD28 cDNA Klon herstel- 

30 len- Der pHpAPr-l-neo Vector ist frei erhaltlich von den 
Autoren der Literaturstelle Gunning, P, et al, 1987, "A hu- 
man p-actin expression vector system directs high-level ac- 
cumulation of antisense transcripts", Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA, 84: 4831, "neo" steht dabei fur Neomycin-Resistenz. 

35 Die Stufe c) wird daher in Anwesenheit von Neomycin 
durchgefiihrt. Die vorstehend angesprochenen Zellinien 
und/oder Mikroorganismen sind frei verfiigbar und kauflich 
erwerbbar bei der American Type ('ulture Collection 
(ATCC). Beziiglich Escherichia coU (MC1061) wird ergan- 

40 zend auf die Literaturstelle Meissner, P.S ., et al., 1987, "Bac- 
teriophage gamma cloning system for the construction of di- 
rectional cDNA libraries", Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84 : 
4171, verwiesen. 

Gcgcnstand der Erfindung sind demnach auch gcmaB Pa- 

45 tentanspruch 4 Hybridomzellen sowie ein Verfahren zur 
Herstellung von erfindungsgeniaBen Antikorpem gemaB der 
Paten tans priiche 5 und 6. 

Von eigenstandiger Bedeutung ist aber im Rah men der 
Erfindung die Verwendung von erfindungsgemaBen mono- 

50 klonalen Antikorpem zur Herstellung von Arzneiinitteln, 
insbesondere zur Behandlung von Erkrankungen mit patho- 
logisch cmicdrigtcn CD4-T-Zcllzahlcn, wic AIDS oder bei 
Stammzelltransplantation nach Chemotherapie von leuk- 
amischen Erkrankungen, zur Potenzierung und/oder qualita- 

55 tiven Beeinfiussung von Immunreaktionen bei Schutzimp- 
fungen und/oder zur Beeinfiussung der Qualitat der T-Ziell- 
reaktion, insbesondere zur Beeinfiussung der Produktion 
verschiedener Eftektormolekiile, beispielsweise Zytokine, 
bei beispielsweise Autoimmunerkrankungen. Die galeni- 

60 sche Herrichtung der Arzneimittel fiir die verschiedenen 
Verabreichungsfomien ist dem Fachmann gut bekannt und 
braucht hier nicht naher erlautert zu werden. Als Qualitat 
der T-Zellreaktion ist insbesondere die Produktion bestimm- 
ter Zyiokinmuster zu verstehen, die z. B. pro- oder anti-in- 

65 flamniatorisch wirksam sein konnen oder selektiv zur Pro- 
duktion bestimmierlramunglobulinklassen in B-Lymphozy- 
ten fuhren konnen (klassische Beispiele tur verschiedene 
Qualitaten der T-2^1lreaktion sind die funktionellen THl 
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und TH2 Phanotypen, wie in Beispiel 3 beschrieben). 

Ini folgenden wird die Erfindung anhand von Ausfiih- 
rungsbeispielen naher erliiulert. In diesen Ausfiihrungsbei- 
spielen werden insbesondere Scree ningveifahren ini einzel- 
nen praseniiert, mit welchen erfindungsgemaBe nionoklo- 5 
nale Antikorper bzw, zugrundeLiegende Hybridonizellen se- 
Lektiert werden konnen. Die Screeningverfahren werden da- 
bei aus Grunden der Einfachheit und zur Demonstration der 
Verifizierbarkeit an Tiemtodellen beschrieben, weshalb mil 
an sich bekannten monoklonalen Antikorpem (JJ 316), wel- lo 
che aus einer Inimunisierung niit Ratten-CD28 expriniieren- 
den Zellen herriihren, gearbeitet wird, die autgrund der Tier- 
modelle ini Gegensatz zu erfindungsgeniaBen Antikorpem 
Maus-anti-Ratte Antikorper sind und folglich spezifisch ge- 
gen Ratten-CD28 sind. Entsprechende Screening vertahren 15 
lassen sich jedoch fiir erfindungsgemaBe nionoklonale Anti- 
korper ohne weiteres durch Ausiausch der Rallen-CD28 ex- 
priniierenden Iinmunisierungszellen gegen Hunian-CD28 
exprimierende nicht-T-Zellen und ggf. durch Hutnanisie- 
rung auf iibliche Weise und auf ganz analogeni Wege durch- 20 
fuhren. Aus den folgenden Beispielen werden auch erfin- 
dungsgemaBe therapeutische Einsatzmoglichkeiten deut- 
lich. 

Die dargestellten Experimente wurden im Tiermodell der 
Ratte durchget'uhrt, wobei als Beispiel fiir einen "klassi- 25 
schen" CD28-spezifischen Antikorper der monoklonale An- 
tikorper JJ3 19 und als Beispiel fiir einen "direkt" aktivieren- 
den der monoklonale Antikorper JJ316 eingesetzt wird. 
Beide Antikorper sind frei verfugbar und kauflich erwerbbar 
von der Firma Pharmingen, San Diego, USA. JJ319 und 30 
JJ3 16 Antikorper sind im ubrigen erhaltlich geniaB der Lile- 
raturstelle M. Tacke et al.. Immunology, 1995, 154: 
5121—5127, auf welche hiemiit ausdriicklich Bezug genom- 
men wird, auch itn Hinblick auf iibliche Details der Herstel- 
lung von Hybridonizellen und monoklonalen Antikorpem. 35 

Beispiel 1 

Fig. 1 zeigt die proliferative Antwort ungetrennter 
Lymphknotenzellen der Ratte auf den "direkt" stirnulieren- 40 
den CD28-spezifischen monoklonalen Antikorper (JJ3I6) 
und das Ausbleiben einer solchen Antwort bei Einsatz eines 
"klassischen" CD28-spezifischen monoklonalen Anrikor- 
pers (JJ319). Die Zellen wurden zwci Tagc lang in 0,2 ml 
Medium (RPMI 1640, erhaltlich von GEBCO/BRl., enthal- 45 
tend 5% PCS [fetal calf serum]) in An- oder Abwesenheit 
der angegebenen Zusatze bei einer Dichte von I Mio. Zellen 
pro ml im begasten Brutschrank kultiviert. Die Zellteilungs- 
aklivitat wurde durch den Einbau radioaktiv markierten 
Thymidins ( 1 ^Ci/Ansatz fur 16 Std., ICi = 37GBq, Bestiin- 50 
inung rait P-Deiektor) bestiimnt. 

Im Gegensatz zu vcroffentlichtcn Rcsultaten (Sicfkcn et 
a!.. Cellular Immunology, 1997, 176: 59-65) zeigt dieses Er- 
gebnis, daB es fiir die T-Zell-Akfivierung durch direkt akti- 
vierende CD28-spezifische monoklonale Antikorper nicht 55 
notwendig ist, diese artifizieli durch einen zweiten Antikor- 
per niiieinander zu vernetzen. Vielmehr reicht die Anwesen- 
heit von nicht-T-Zellen aus lymphoiden Organen, namlich 
von B-Lymphozyten und sogenannten akzessorischen Zel- 
len, um eine direkte Aktivierung durch loslich zugegebene 60 
CD28-spezifische nionoklonale Antikorper zu eniidglichen. 
Wahrscheinlich geschieht dies durch Bindung der monoklo- 
nale Antikorper an sogenannte Fc-Rezeptoren dieser nicht- 
T-Zellen. Dieses Ergebnis ist eine wichtige Voraussetzung 
fiir den therapeutischen Einsatz "direkt" stimu lie render 65 
CD28-spezifischer monoklonale Antikorper, in dein eine ar- 
tifizielle Vemetzung mit anti-Immunglobulin Antikorpem 
im Gesamiorganisraus nicht praklikabel ist. 
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Beispiel 2 

"Direkt" aktivierende CD28-spezifische monoklonale 
Antikorper tiihren zu einer Erhohung der CD4 T-2^1lzahl im 
intakten Organismus. Fig. 2 zeigt dies fur Lymphknoten der 
Ratte, die am Tag 0 1 mgdes "direkt" stimulierenden CD28- 
spezifischen monoklonale Antikorpers (JJ316) oder des 
"klassischen" CD28-spezifischen monoklonalen Antikor- 
pers (JJ319) erhalten hatten. Mit erfindungsgeniaBen direkt 
aktivierenden monoklonalen Antikorpem mit Spezifitat fiir 
Human-CD28, und deren Faliigkeit, die Vennehrung von T- 
Lymphozyten zu stirnulieren, werden ganz analoge Etfekte 
erreicht. Dies kann dann insbesondere in Situationen An- 
wendung fi nden, in denen der Anteil von CD4 T-Zellen pa- 
thologisch emiedrigt ist und dem Normalniveau wieder an- 
genahert werden soli. Soiche Situationen sind insbesondere 
im Krankheitsbild von AIDS und nach Chemotherapie und 
Knochenmarkstransplantation gegeben, Ini vorliegenden 
Beispiel ist die CD4 T-Zellzahl nur vorubergehend erhoht; 
das liegl daran, daB gesunde Tiere mit noniialen CD4 T- 
Zellzahlen behandelt wurden. Die aufgrund der Proliferati- 
onsstimulierung "iiberschussigen" Zellen werden durch ho- 
moostatische Mechanismen abgebaut. 

Beispiel 3 

Direkt aktivierende CD28-spezifische monoklonale Anti- 
korper sind therapeutisch einsetzbar, z. B. zur Verhinderung 
einer inflammatorischen Autoimniunreaktion. Fig, 3 zeigt 
ein Experiment zur sogenannten Adjuvans Arthritis in der 
Ratte, einem Vlodellsystem fur bestimmte Fonnen der rheu- 
matoiden Arthritis beim Menschen. "Paw volume increase" 
gibt die Zunahme des Volumens der Pfoten an. "Days" sleht 
fiir Tage. " Healthy "-Datenpunkte geben Werte fiir gesunde 
Tiere an. Zur Isotyp-Kontrolle wurde ein monoklonaler An- 
tikorper der gleichen Immunglobuhnklasse mit Spezifitat 
fiir ein irrelevantes menschliches Zelloberflachenmolekiil 
verwendet. AA steht fur Adjuvans Arthritis. PBS steht fur 
"phosphate buffered saline". W3/25 steht fiir einen mono- 
klonalen Antikorper mit Spezifitat fiir das CD4 Molekiil der 
Ratte. Die Adjuvans Arthritis wird durch sogenannte THl- 
Zellen vennittelt. TFIl -Zellen entstehen aus ruhenden CD4 
T- Zellen im Verlauf der Aktivierung unter dem EinfluB be- 
stimmtcr loslichcr Faktorcn des Immunsystcms, sogcnann- 
ter Zytokine. Die Gegenspieler der TH I -Zellen sind die 
anti-inflanmiatorisch wirkenden TH2-Zellen, deren Entste- 
hung durch andere Zytokine gesteuert wird. Bei dem in Fig. 
3 und 4 gezeigten Versuch wurde die Entstehung der Adju- 
vans Arthritis, abgelesen an der Gelenkschwellung (Fig. 3) 
und dem arthritischen Index (Fig, 4) nach Immunisierung 
mit Mykobakterien in Adjuvans, durch den "direkt" aktivie- 
renden CD28-spezifischcn monoklonale Antikorper JJ316 
fast vollstandig unterdriickt. Der "klassische" CD28-spezifi- 
sche monoklonale Antikorper (JJ319) hatte den gegenteili- 
gen Effekt, d. h. er verschlechterte das Krankheitsbild. Dar- 
aus ist erkennbar, auch zur Anwendung beim Menschen, 
daB durch die Applikation konvenlioneller bzw. erfindungs- 
gemaBer "direkt" stimu Herender CD28-spezifischer mono- 
klonaler Antikorper die Imrnunreaktion beeinfluBt werden 
kann, hier im Sinne einer "Immundeviation" zu THl bzw. 
TH2. Mit anderen Worten ausgedriickt, konnen erfindungs- 
gemaBe monoklonale Antikorper, aber auch "klassische" 
monoklonale Antikorper, die fur HuiTian-CD28 spezifisch 
sind (und/oder durch Immunisierung mit T-Zellen erhaltlich 
sind) eine Immunmodulaiion bewirken. Ein solcher Einsatz- 
zweck "klassischer" monoklonaler Antikorper ist ebenfalls 
nicht bekannt. 

Daher beiriffl die Erfindung schlieBlich auch die Verwen- 
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dung von gegen Huinan-CD28 spezifischen nionoklonalen 
Antikorpem (erhaltlich nach vorstehenden grundsatzlichen 
Verfahrensweisen, bei Iinniunisierung mit Huinan-CD28 
exprimierenden T-ZeLlinien oder nicht-T-Zellinien) zur Her- 
stellung von Arzneimitteln zur Modulation von Iraniunreak- 5 
tionen, und zwar Immunsupression (beispielsweise mit Hu- 
iiian-CD28 Analogen zu JJ319) oder Immunverstarkung 
(beispielsweise mit Human-CD28 Analogen zu JJ316). 

Patentanspruche to 

1. Humanvertragliche monoklonale Antikorper, wel- 
che fiir Huinan-CD28 spezifisch sind und Human-T- 
Lyruphozyten niehrerer bis aller Untergruppen ohne 
Besetzung eines Antigenrezeptors der Hunian-T-Lym- 15 
phozylen und soniit. antigenunspezifisch aktivieren. 

2. Monoklonale Antikorper nach Anspruch 1, die er- 
haltlich sind durch 

A) Herstellung von zur Produktion von monoklo- 
nalen Human-CD28 spezifischen Tler-Antikor- 20 
pern befiihigten Hybridomzellen im Wege einer 
Immunisiening mit nicht-T-Tumorzellinien, auf 
welchen Human-CD28 exprimiert ist, 

B) ggf. Humanisierung der aus Hybridomzellen 
gemaB Stufe A erhalt lichen monoklonalen Tier- 25 
Antikorper durch biochemischen oder gentechno- 
logischen Austausch konstanter Komponenten der 
Tierantikorjjer gegen analoge konstante Kompo- 
nenten eines inenschlichen Antikorpers bzw. Aus- 
tausch den Komponenten entsprechender Gene 30 
der Hybridomzellen, 

C) Sezemierung der monoklonalen Antikorper in 
Hybridomzell-Kulturen und Isolierung der mono- 
klonalen Antikorper daraus oder Produktion der 
monoklonalen Antikorper durch Injektion der Hy- 35 
bridomzellen in Tiere, beispielsweise Mause, und 
Isolierung der monoklonalen Antikorper aus der 
Korperftussigkeit der Tiere. 

3. Monoklonale Antikorper nach Anspruch 1 oder 2, 
wobei die zur Produktion von monoklonalen Human- 40 
CD28 spezifischen Tier- Antikorpem befahiglen Hybri- 
domzellen erhaltlich sind durch 

a) Schaffung eines Plasmids mitteis Insertion von 
Human-CD28 cDNA in den pHpAPr-l-nco Vec- 
tor nach Excision des Sall-Hindm Fragments und 45 
Herstellung von Protoplasten aus Escherichia coli 
(MC1061), welche das Plasmid tragen, 

b) Fusionierung der Protoplasten mit Maus A20J 
und/oder L929 Tumorzellen mitteis Polyethylen- 
glykol, 50 

c) Kultivierung der in Stufe b erhalienen trans- 
fckticrten Zcllen, 

d) Screenen der transfektierten Maus A20J und/ 
oder L929 Zellen auf die Expression von Human- 
CD28 und Selektion von Hunian-CD28 exprimie- 55 
renden Maus A20J und/oder L929 Zellen, 

e) Iimiiunisierung von BALB/c Mausen mit den 
Human-CD28 exprimierenden Maus A20J und/ 
Oder L929 Zellen, 

f) Entnahme von Milzzellen der so inimunisier- 60 
ten Mause und Fusionierung der Milzzellen mit 
Zellen der Zellinie X63-Ag 8.653 mitteis Poly- 
ethylenglykol, 

g) Selektierung der so erhaltenen Hybridomzel- 
len mit der MaBgabe, daB im Uberstand selektier- 65 
ter Hybridomzellen Antikorper enthalten sind, die 

an Human-CD28 exprimierende Maus A20J und/ 
oder L929 Zellen binden und 



h) Kultivierung/Subclonierung der in Slufe g er- 
haltenen selektierten Hybridomzellen. 

4. Hybridomzellen zur Plerstellung von monoklonalen 
Antikorper nach einem der Ansprliche 1 bis 3, die 
durch folgende Verfahrensschritte erhaltlich sind: 

a) Schatfung eines Plasmids mitteis Insertion von 
Human-CD28 cDNA in den pH^APr-l-neo Vec- 
tor nach Excision des Sall-Hindlll Fragments und 
Herstellung von Protoplasten aus Escherichia coli 
(MC1061), welche das Plasmid tragen, 

b) Fusioniemng der Protoplasten mit Maus A20J 
und/oder L929 Tumorzellen mitteis Polyethylen- 
glykol, 

c) Kultivierung der in Stufe b erhaltenen trans- 
fektierten Zellen, 

d) Screenen der transfektierten Maus A20J und/ 
oder L929 Zellen auf die Expression von Huinan- 
CD28 und Selektion von Human-CD28 exprimie- 
renden Maus A20J und/oder L929 Zellen, 

e) Immunisierung von BALB/c Mausen mit den 
Human-CD28 exprimierenden Maus A20J und/ 
Oder L929 Zellen, 

f) Entnahme von Milzzellen der so immunisier- 
ten Mause und Fusionierung der Milzzellen mit 
Zellen der ZeUinie X63-Ag 8.653 mitteis Poly- 
ethylenglykol und 

g) Selektierung der so erhaltenen Hybridomzel- 
len mit der MaBgabe, daB im Uberstand selektier- 
ter Hybridomzellen Antikorper enthalten sind, die 
an Human-CD28 exprimierende Maus A20J und/ 
Oder L929 binden. 

5. Verfahren zur Herstellung von monoklonalen Anti- 
korpem nach einem der Anspriiche 1 bis 3 mit folgen- 
den Verfahrenstufen: 

A) Herstellung von zur Produktion von monoklo- 
nalen Human-CD28 spezifischen Tier-Antikor- 
pern befahigten Hybridomzellen im Wege einer 
Immunisierung mit nicht-T-Tumorzellinien, auf 
welchen Hunian-CD28 exprimiert ist, 

B) ggf. Humanisierung der aus Hybridomzellen 
gemaB Stufe A erhaltlichen monoklonalen Tier- 
Antikorper durch biochemischen oder gentechno- 
logischen Austausch konstanter Komponenten der 
Tierantikorper gegen analoge konstante Kompo- 
nenten eines menschlichen Antikorpers bzw, Aus- 
tausch den Komponenten entsprechender Gene 
der Hybridomzellen, 

C) Sezemierung der monoklonalen Antikorper in 
Hybridomzellen-Kulturen und Isolierung der mo- 
noklonalen Antikorper daraus oder Produktion 
der monoklonalen Antikorper durch Injektion der 
Hybridomzellen in Ticre, beispielsweise Mause, 
und Isolierung der monoklonalen Antikorper aus 
der Korperflussigkeit der Tiere. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, wobei die zur Produk- 
tion von monoklonalen Human-CD28 spezifischen 
Tier- Antikorper befahigten Hybridomzellen in folgen- 
den Verfahrensstufen hergestellt werden: 

a) Schaffung eines Plasmids mitteis Insenion von 
Human-CD28 cDNA in den pHpAPr-l-neo Vec- 
tor nach Excision des SaH-Hindlll Fragments und 
Herstellung von Protoplasten aus Escherichia coli 
(MC1061), welche das Plasmid tragen, 

b) Fusionierung der Protoplasten mit Maus A20J 
und/oder L929 Tumorzellen mitteis Polyethylen- 
glykol, 

c) Kultivierung der in Stufe b erhaltenen trans- 
fektierten Zellen, 
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d) Screenen der transfektierten Maus A20J unci/ 
Oder L929 Zellen auf die Expression von Huiuan- 
CD28 und Selektion von Hunian-CD28 expriinie- 
renden Maus A20J uncl/oder L929 Zellen, 

e) Immunisierung von BALB/c Mausen niit den 5 
Huinan-CD28 expriinierenden Maus A20J und/ 
Oder L929 Zellen, 

f) Entnahme von Milzzellen der so iniiiiunisier- 
ten Mause und Fusionierung der Milzzellen niit 
Zellen der Zellinie X63-Ag 8.653 niiltels Poly- lO 
eihylenglykol und 

g) Selekderung der so erhaltenen Hybridoinzel- 
len mit der MaBgabe, daB ini Uberstand selektier- 
ter Hybridomzellen Antikorper enthalten sind, die 

an Human-CD28 exprimierende Maus A20J und/ 15 
Oder L929 Zellen binden. 

7. Verwendung von nionoklonalen Antikorpem nach 
eineiii der Anspriiche 1 bis 3 zur Herstellung eines Arz- 
neimitiels zur therapeutischen Behandlung des 
inenschlichen Korpers. 20 

8. Verwendung nach Ansprucli 7 zur Herstellung eines 
Arzneimittels zur Behandlung von Erkrankungen mit 
pafhologisch erniedrigten CD4-T-Zellzahlen. insbe- 
sondere AIDS oder nach Staiunizelltransplantation 
nach Chemotherapie von leukaniischen Erkrankungen. 25 

9. Verwendung nach Anspruch 7 zur Herstellung eines 
Arzneimittels zur Potenzierung und/oder qualitativen 
Beeinflussung von Immunreaktionen bei Schutzimp- 
fungen. 

10. Verwendung nach Anspruch 7 zur Herstellung ei- 30 
nes Arzneimittels zur Beeinflussung der Qualitat der T- 
Zellreaktion, insbesondere zur Beeinflussung der Pro- 
duktion verschiedener Effektorniolekule, beispiels- 
weise Zytokine, bei beispielsweise Autoimmunerkran- 
kungen. 35 
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